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Abstract
誗AIM:To investigate the effect of high glucose on the
redox system of the cultured rat lenses in vitro, and
evaluate the effect of thioltransferase ( TTase) against
oxidative stress in diabetic cataract.
誗 METHODS: Lenses were incubated with different
concentrations of glucose: control group (5. 5mmol/ L),
high glucose groups (35. 5, 65. 5, 95. 5mmol/ L) and
mannitol control group for 7d. Following incubation, the
lenses were evaluated daily using a dissecting
microscope. After 7d of incubation, lenses were
homogenized in lysis buffer and processed for
measurement the activity of TTase, catalase ( CAT),
superoxide dismutase ( SOD) and the specific value of
GSSG/ T-GSH.
誗 RESULTS: The lenses treated with high glucose
exhibited mistlike opacity in the early stages, while the
lenses of control group remained relatively transparent.
With the rise of the concentration of high glucose, the
activity of TTase increased and the maximum appeared in
35.5mmol/ L group (1.743依0.20mU/ mg protein, P<0.01).
No changes were observed in the mannitol control group
(P>0. 05). The specific value of GSSG/ T-GSH of lenses
with high glucose groups increased compared with the
control groups, there were 2. 89, 2. 57 and 2. 42 times to
the normal control group ( P < 0. 05 ). There was no
significant difference between each group treated with
high glucose, and the difference was also no significant
between the mannitol group and the control group.
Compared with the control group, the activities of CAT
and SOD decreased in the high glucose treatment groups,
the activities of SOD were 0.71, 0.52 and 0.49 times to the
normal control group(P<0. 05), and the activities of CAT
were 0.47,0.56 and 0.50 times to the normal control group
(P< 0. 05). There was no significantly different between
each group treated with high glucose.
誗CONCLUSION: The antioxidant system of the lens was
activated by the high glucose following the increased
activity of TTase, the specific value of GSSG/ T-GSH, and
the decreased activities of CAT and SOD. The gradually
decreased oxidation resistance in the lens may contribute
to the development of diabetic cataract.
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culture; thioltransferase
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摘要
目的:观察高浓度葡萄糖对离体大鼠晶状体氧化还原系统
的影响,探讨硫醇转移酶(Thioltransferase,TTase)在糖尿
病性白内障中抗氧化应激的作用。
方法:用不同浓度葡萄糖(35. 5,65. 5,95. 5mmol/ L 葡萄糖
组以及相应的甘露醇等渗对照组)体外培养大鼠晶状体
7d,动态观察晶状体的混浊情况。 测定各组晶状体中
TTase、超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT) 的活
性,以及氧化型谷胱甘肽(GSSG)与总谷胱甘肽(T-GSH)
的比值。
结果:高糖组晶状体早期就已出现雾状混浊,而对照组保
持相对透明;在高糖刺激下,TTase 活性增加较正常对照
组增加,并在含 35. 5mmol/ L 葡萄糖的高糖组中最高
(1郾743依0.20mU/ mg protein,P<0.01)。 高糖组 GSSG/ T-GSH
比值均较正常对照组增加,分别增加 2. 89 倍、2. 57 倍和
2.42 倍,其组间互相比较无明显差异,相应等渗对照组和
正常对照组比较差异不明显;高糖处理组的 SOD 和 CAT
较正常对照组降低,其中 SOD 分别为正常对照的 0. 71
倍、0.52 倍和 0. 49 倍(P<0. 05),CAT 分别为正常对照的
0.47 倍、0.56 倍、0. 50 倍(P<0. 05),不同葡萄糖浓度处理
组间差异无显著性。
结论:高糖环境激活晶状体内的抗氧化系统,诱导 TTase
活性增加,GSSG/ T-GSH 比例增高,CAT, SOD 活性下降,
晶状体抗氧化能力降低是糖尿病性白内障形成的重要
机制。
关键词:糖尿病性白内障;高糖;大鼠晶状体培养;硫醇转
移酶
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0 引言
摇 摇 硫醇转移酶(Thioltransferase,TTase)又称谷氧还蛋白
(Glutaredoxin,GRx),分子量为 11. 8kD,是体内重要的氧
化修复酶,广泛存在于动物各组织细胞胞浆中。 TTase 主
要通过还原谷胱甘肽(GSH)被氧化而形成的二硫化物
(PSSG)、调节细胞内巯基平衡、还原脱氢抗坏血酸等方式
确保细胞内氧化还原状态的平衡,以维持晶状体透明性。
糖尿病性白内障(diabetic cataract)是糖尿病患者的第二
大眼部并发症
[1],但发病机制不明确。 本实验通过建立糖
尿病性白内障的离体模型动态观测晶状体混浊程度,并观
察高浓度葡萄糖对离体晶状体氧化修复系统的影响,初步
探讨 TTase 在糖尿病性白内障形成中作用,为进一步研究
糖尿病性白内障发病机制中氧化损伤和糖基化作用的相
关性提供依据。
1 材料和方法
1.1 材料摇 实验动物:健康清洁的 SPF 级 SD 大鼠 40 只,
雄性,1 月龄,体质量 207.3依28. 11g,由第四军医大学实验
动物中心提供。 实验动物的使用遵循中国国家科学技术
委员会颁布的《实验动物管理条例》。 主要试剂及仪器:
M199 培养基(美国 Gibco 公司);D-葡萄糖、D-甘露醇、
GSH、茁-NADPH、HEDS、谷胱甘肽还原酶(美国 Sigma 公
司);SOD、CAT、GSH/ T-GSH 测定试剂盒(南京建成生物
工程研究所);BCA 蛋白定量试剂盒(碧云天生物技术研
究所)。 其余试剂均为国产分析纯。 紫外分光光度计(美
国 Beckman Coulter 公司)、解剖显微镜。
1.2 方法
1.2.1 离体晶状体培养摇 过量麻醉法处死 SD 大鼠,取其
眼球,用生理盐水洗净眼球表面的血迹,剔除肌肉、筋膜等
组织,安尔碘浸泡 5min,生理盐水冲洗 3 次后,将眼球浸
于 M199 培养基中转移至超净台操作。 在解剖显微镜下
自后极部视神经断端处剪开巩膜,小心娩出晶状体,尽量
去除晶状体表面的玻璃体。 然后将晶状体放入含 100U/ mL
青霉素和0.1mg/ mL 链霉素的 M199 培养基中, 置于 37益、
5% CO2细胞培养箱中培养8h 后, 弃去混浊晶状体13 枚,
留取 67 枚透明、完整晶状体纳入实验。
1.2.2 糖尿病性白内障模型的建立摇 将 67 只晶状体按随
机数字大小分为 7 组:正常对照组(含 5. 5mmol/ L 葡萄糖
的 M199 培养基,n = 9),高糖组(共 3 组:含 35. 5mmol/ L
葡萄糖的 M199 培养基,n = 10;含 65. 5mmol/ L 葡萄糖的
M199 培养基,n=10;含 95.5 mmol/ L 葡萄糖的 M199 培养
基,n = 10),等渗组(共 3 组:含 35. 5mmol/ L 甘露醇的
M199 培养基, n=10;含 65. 5mmol/ L 甘露醇的 M199 培养
基,n=10;含95.5mmol/ L 甘露醇的 M199 培养基,n=8)分
别放入无菌的 24 孔板中,于 37益,5% CO2细胞培养箱中
培养, 每日换液。
1.2. 3 离体晶状体混浊程度的动态观察摇 利用解剖显微
镜,每日观察、记录晶状体混浊程度。 参考 Mathur 等
[2]离
体晶状体混浊的分级方法,将晶状体混浊程度分为 0 ~ 吁
级,并评分以便统计分析(表 1)。
表 1摇 离体晶状体混浊程度评级
分级 分级标准 分数
0 透明的晶状体 0
玉 晶状体呈雾状混浊 1
域 晶状体皮质和核之间出现可见分界 2
芋 轻度晶状体核混浊 3
郁 重度晶状体核混浊 4
吁 晶状体完全混浊 5
图 1摇 不同高糖浓度孵育晶状体的混浊程度变化摇
bP<0. 01 vs
正常处理组。
1.2.4 TTase 活性的测定摇 GSSG 在谷胱甘肽还原酶的催
化下,由 NADPH 供氢,还原成 GSH,NADPH 因消耗而减
少。 通过分光光度计检测30益条件下,1min 内 NADPH 在
340nm 波长处吸光度值的降低,可用来表示 TTase 的活
性,具体步骤参考 Raghavachari 等
[3]采用的方法。
1.2.5 其他酶活性的测定摇 晶状体孵育 7d 后,用 PBS 漂
洗晶状体,将晶状体用滤纸吸干水分后电子天平称量并记
录。 按重量体积比 1颐9 加入 4益生理盐水,冰浴条件下于
玻璃匀浆器内匀浆 15min,4益,3500r/ min 离心 10min,取
上清液。 按试剂盒说明书测定晶状体中 T-GSH、GSSG、
CAT 以及 SOD 酶活性,其中还原型 GSH = T-GSH-2 伊
GSSG。 各酶活测定均严格按测试盒说明操作。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 19. 0 统计学软件进行统计分
析。 各组不同级别晶状体混浊枚数比较采用等级资料差
异比较的 Kruskal-Wallis H 检验。 TTase、GSSG/ T-GSH、
SOD、CAT 用 軃 x依s 表示,采用完全随机设计资料的 One-way
ANOVA 分析,组间两两比较采用 SNK-q 检验,P<0郾 05 认
为差异有统计学意义,各实验均重复 3 次。
2 结果
2.1 晶状体混浊情况的动态观察结果摇 随孵育时间的延
长,各组的混浊程度均有加重。 培养 1d 的高糖组,在显微
镜下可见部分晶状体呈雾状混浊,2d 部分晶状体皮质和
核之间出现分界,大多数晶状体呈雾状混浊,3d 出现轻度
晶状体核混浊,6d 出现重度晶状体核混浊,7d 大部分晶状
体出现核混浊,部分晶状体完全混浊。 等渗组大部分晶状
体可保持 3d 透明,4d 开始有少量晶状体皮质和核之间出
现分界。 正常对照组大多数保持相对透明,4d 开始有少
量雾状混浊,7d 有少量晶状体皮质和核之间出现分界。
从培养 2d 起,高糖组和相应的等渗组、正常对照组间混浊
程度开始有较显著的差异(P<0. 01),高糖组晶状体出现
雾状混浊时间提前(P<0. 05,图 1)。
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组别 TTase(mU/ mg protein) GSSG/ T-GSH(%) SOD(mU/ mg protein) CAT(mU/ mg protein)
正常对照组 0. 87依0. 25 10. 51依2. 56 25. 38依4. 16 5. 47依0. 53
35. 5mmol/ L 高糖组 1. 74依0. 20
b 30. 41依6. 09
a 17. 88依3. 96
a 2. 57依0. 66
a
35. 5mmol/ L 等渗组 0. 79依0. 19 16. 68依4. 73 21. 65依3. 11 4. 46依1. 18
65. 5mmol/ L 高糖组 1. 49依0. 09
a 26. 99依7. 19
a 13. 31依3. 39
b 2. 79依1. 77
a
65. 5mmol/ L 等渗组 0. 90依0. 15 16. 22依5. 39 22. 87依4. 55 4. 30依0. 68
95. 5mmol/ L 高糖组 1. 39依0. 17
a 25. 39依8. 83
a 12. 55依6. 27
b 2. 74依0. 98
a
95. 5mmol/ L 等渗组 1. 08依0. 46 19. 78依7. 52 20. 98依4. 44 4. 17依0. 38
摇 摇
aP<0. 05,
bP<0. 01 vs 正常对照组。
2.2 酶活性的检测
2.2.1 不同浓度葡萄糖孵育对晶状体 TTase 活性的影响
摇 经过 7d 高糖培养后,测定晶状体内 TTase 活性结果发
现在高糖 刺激后, TTase 活性较 正常对照组 升高, 在
35郾 5mmol/ L 葡萄糖组中最高(1. 743依0.20mU/ mg protein,
P<0. 01),随糖浓度的增高略有下降,甘露醇等渗组与正
常对照组相比 TTase 活性无明显变化(P>0.05),详见表2。
2.2.2 不同浓度葡萄糖孵育对晶状体 GSSG/ T-GSH 和
SOD 及 CAT 的影响摇 各组晶状体中 GSSG/ T-GSH、SOD
及 CAT 含量比较见表 2,结果发现高糖组 GSSG/ T-GSH
比值均较正常对照组增加,分别为正常组的 2. 89 倍、2. 57
倍和 2. 42 倍(P<0. 05),且 35. 5mmol/ L 高糖组增加最为
明显(30.41% 依6.1%),高糖组 3 组间比较并无明显差异
(P>0. 05);相应的高渗组 GSSG/ T-GSH 比值虽也有增
加,但与正常对照组比较无明显差异(P>0. 05)。 测定晶
状体 SOD 和 CAT 含量结果显示,高糖组与正常对照组相
比均降低,SOD 分别为正常对照组的 0. 71 倍(P<0. 05)、
0.52 倍和 0.49 倍(P<0. 01),CAT 分别为正常对照组的
0.47 倍、0. 56 倍、0. 50 倍(P<0.05),不同葡萄糖浓度处理
组间差异无统计学意义(P>0. 05), 相应的高渗组晶状体
SOD 和 CAT 含量与正常对照组无显著差异(P>0.05)。
3 讨论
摇 摇 1974 年 Askel觟f 等
[4]首次在大鼠肝组织中发现 TTase
后,1996 年 Raghavachari 等
[3]又首次报道牛晶状体中存在
TTase,发现不同物种晶状体中 TTase 的活性类似。 TTase
主要集中分布在易受到氧化损伤的眼前节,在晶状体上皮
细胞中的活性远大于晶状体皮质和核
[5]。 在生理条件下,
晶状体处于氧化还原动态平衡中,其内部的抗氧化系统发
挥着阻止白内障发生的关键作用
[6],以确保晶状体在各种
氧化因素的长期作用下能保持透明。 晶状体内高水平的
GSH 是其抗氧化损伤的重要防线,各种修复酶则是另一
道重要防线。 TTase 作为重要修复酶之一
[7],在抵抗氧化
应激、调节晶状体的氧化还原状态方面的作用非常重要。
摇 摇 糖尿病的各种并发症与高血糖状态有着密不可分的
联系。 高糖可导致高渗透压与诱发糖基化,激活氧化应激
反应,对组织造成严重损害。 那么高糖是否参与了糖尿病
性白内障的形成,TTase 是否参与了高糖诱导的氧化损伤
修复,发挥保护性作用未有报道。 本实验结果发现高糖组
在孵育早期就已出现雾状混浊,第 7d 雾状混浊较明显,而
对照组保持相对透明,提示高糖能诱导晶状体发生氧化应
激反应,加剧晶状体混浊的发生,继而发生糖尿病性白内
障。 随后观察不同浓度高糖对 TTase 活性的影响,结果显
示高糖组 TTase 活性增高,虽随糖浓度增高有所下降,但
仍高于正常组。 Raghavachari 等
[8]研究报道暴露于同一浓
度下培养的人晶状体上皮细胞, TTase mRNA 的表达随时
间的推移呈现先升后降。 Moon 等
[9]发现用不同浓度 H2O2
下培养的猪晶状体,弱 H2O2刺激下 TTase 活性缓慢增加,
强 H2O2刺激下酶活性快速增加后稳定下降。 结果与本实
验结果一致,提示高糖诱发的氧化应激反应能够使 TTase
表达上调、活性增加,但随着糖浓度增高引发更剧烈的氧
化应激反应,活性有所降低。 说明在一定程度的氧化应激
下,TTase 在氧化损伤的早期阶段具有保护晶状体蛋白和
酶的重要功能。
摇 摇 晶状体内 GSH 能够还原氧化物。 当细胞对抗氧化应
激时,GSH 被氧化形成氧化型 GSSG。 通过测定 GSSG/
T-GSH,可反映细胞的氧化状态
[10]。 Zhang 等
[11] 研究发
现,经紫外线 B 照射诱导小鼠发生白内障后,小鼠晶状体
中 GSSG 积聚增加,且随年龄增大而逐渐加重。 本实验结
果与其相似,高糖引起晶状体 GSH 含量降低,GSSG/ T-GSH
的比例显著增加。 提示高糖诱发的糖基化作用使晶状体
细胞内的氧化/ 抗氧化稳态的失衡,GSH 大量消耗,GSSG
含量相应增加,晶状体抗氧化能力逐渐下降。
摇 摇 SOD 和 CAT 活性可反映晶状体上皮细胞的抗氧化活
性和机体清除氧自由基的能力
[12],Hashim 等
[13]研究发现
在糖尿病性白内障大鼠或 2 型糖尿病性白内障患者的晶
状体中,GSH、SOD 和 CAT 含量明显低于对照组,脂质过
氧化产物高于对照组。 本实验有类似结果, 随葡萄糖浓
度的增加, 晶状体混浊程度加重, CAT, SOD 活性均显著
下降,相应的 TTase 的活性增高。 说明在高糖激活晶状体
内抗氧化应激系统,在 TTase 的修复作用下,抗氧化酶并
没有消耗殆尽,仍有部分活性以抵抗氧化损伤。
摇 摇 综上所述,高糖环境可以激活晶状体内的抗氧化系
统,使晶状体发生抗氧化应激反应,GSSG/ T-GSH 比例增
高,CAT、SOD 部分失活,晶状体抗氧化能力下降。 而
TTase 表达适应性增加、酶活性增高,提示 TTase 可能参与
了对抗高糖诱导的氧化应激,在一定程度上维持晶状体细
胞内氧化还原状态平衡,发挥着抵抗氧化应激、调节晶状
体氧化还原稳态的保护作用,但其作用机制及调控机制还
有待深入研究。
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